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LAVORO ORIGINALE

Utilita della determinazione degli anticorpi antipeptidi
ciclici citrullinati nell’analisi del liquido sinoviale
di pazienti con artrite reumatoide

Usefulness of anti-cyclic citrullinate peptide antibody determination
in synovial fluid analysis of patients with rheumatoid arthritis

A. Spadaro, V. Riccieri, C. Alessandri, R. Scrivo, G. Valesini
Cattedra di Reumatologia, Dipartimento di Clinica e Terapia Medica Applicata, Universita degli Studi di Roma “La Sapienza”

SUMMARY

Objective: To assess the role of anti-cyclic citrullinated peptide (CCP) antibody detection in synovial fluid (SF) of RA
patients compared to OA patients.

Methods: We evaluated in 25 RA subjects and 14 OA patients, presenting a knee-joint effusion, the main clinical and
laboratory parameters including the number of painful and/or swollen joints, Ritchie index, morning stiffness, ESR,
CRP and analysis of SF obtained by therapeutic arthrocentesis. 1gG anti-CCP (ELISA), rheumatoid factor (RF) and
total IgG (nephelometry method) were measured in SF and paired serum samples.

Results: We found anti-CCP antibodies and RF in 64% (16/25) and 60% (15/25) of RA sera, respectively; 72% (18/25)
of RA patients were positive for anti-CCP antibodies or RF. We found a higher SF/serum ratio for anti-CCP (p<0.004)
compared to that for total IgG. The calculation of anti-CCP concentration as IgG anti-CCP (units)/total 1gG (g L")
revealed higher values in SF than in serum (p<0.046) in RA patients. Among these, correlation analysis showed that
anti-CCP/total IgG values in SF correlated with the relative concentration of serum anti-CCP/total IgG (r,=0.842;
p<0.00001) and serum anti-CCP antibody levels (rs=0.799; p<0.0001). We did not find any correlation between SF
anti-CCP levels and the main characteristics of SF as well as the clinical or laboratory parameters.

Conclusion: Our study give evidence for a preferential production of anti-CCP antibodies at RA joint level, confirm-
ing the pathogenetic role of these autoantibodies. Moreover, SF determination of anti-CCP, corrected for the total

amount of the corresponding immunoglobulin, may be helpful as diagnostic tool in selected cases.

INTRODUZIONE

li anticorpi anti-filaggrina, inizialmente indica-

ti come anticorpi anti-fattore perinucleare, rap-
presentano un gruppo di anticorpi specifici dell’ar-
trite reumatoide (AR) (1). La citrullinazione della
filaggrina € un passaggio fondamentale per ren-
derla immunogena (2) e i peptidi ciclici citrullina-
ti (CCP) sono utilizzati come target antigenico per
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accertare la presenza dei corrispondenti anticorpi
nelle metodiche immunoenzimatiche (ELISA), ca-
ratterizzate da elevata specificita (98%) e ragione-
vole sensibilita (68%) (3). Gli anticorpi anti-CCP
sono stati descritti nelle fasi precoci dell’ AR e sem-
brano correlare con un danno radiologico severo
(2). Alla luce di questi riscontri, recentemente &
stato sviluppato un modello predittivo, basato su
criteri clinici, che ¢ in grado di discriminare tra ar-
trite persistente non erosiva autolimitantesi e artri-
te persistente con andamento erosivo; tra i para-
metri considerati ¢ compresa la determinazione de-
gli anticorpi anti-CCP (4). E interessante notare
come la fibrina citrullinata sia stata identificata co-
me una delle principali proteine citrullinate della
membrana sinoviale reumatoide (5, 6); inoltre, gli
anticorpi anti-filaggrina (7), anti-cheratina (8-10) o
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anti-CCP (11) sono stati descritti nel liquido sino-
viale (LS).

Tuttavia, il significato clinico della determinazio-
ne degli anti-CCP nel LS non ¢ stato ancora chia-
rito. Scopo della presente indagine sperimentale ¢
stato quello di studiare gli anticorpi anti-CCP nel
LS di pazienti con AR rispetto a un gruppo di sog-
getti affetti da osteoartrosi (OA).

PAZIENTI E METODI

Sono stati arruolati 25 soggetti affetti da AR, dia-
gnosticata in accordo con i criteri ACR (12) e, co-
me popolazione di controllo, 14 pazienti con OA.
Tutti i malati presentavano un versamento del gi-
nocchio. In ciascuno di essi sono stati valutati i
principali parametri clinici e di laboratorio, com-
prendenti il numero delle articolazioni dolenti e/o
tumefatte, I’indice di Ritchie, la durata della rigi-
dita mattutina, la velocita di eritrosedimentazione
(VES), la proteina C reattiva (PCR), il fattore reu-
matoide (FR), gli anticorpi anti-CCP. E stata ese-
guita inoltre I’analisi chimico-fisica del LS ottenuto
per artrocentesi terapeutica. I campioni di siero e
di LS sono stati conservati a -70° C fino alla de-
terminazione degli anticorpi anti-CCP IgG, del FR
e delle immunoglobuline (Ig) G totali. Il livello de-
gli anticorpi anti-CCP IgG ¢ stato determinato me-

diante ELISA (Quanta Lite™CCP IgG ELISA,
INOVA Diagnostics, San Diego, CA). Il risultato ¢
stato espresso in unita e la positivita ¢ stata attri-
buita ai sieri con valore = 20 unita. La determina-
zione del FR (N latex RF, UI ml") e delle 1gG (g
L) ¢ stata eseguita mediante nefelometria (Be-
hring, Marburg, Germany). Sono stati considerati
positivi i sieri con valore > 15 UI ml™'.

ANALISI STATISTICA

I1 confronto fra proporzioni & stato effettuato con
il test del %2 o il test esatto di Fisher. L’analisi sta-
tistica ¢ stata effettuata utilizzando, per le variabi-
li continue, il test di Mann-Whitney per campioni
indipendenti e il test di Wilcoxon per campioni ap-
paiati. La significativita delle correlazioni ¢ stata
valutata con il coefficiente di correlazione dei ran-
ghi di Spearman. I risultati sono stati espressi co-
me mediana e 25°-75° percentile. Sono stati con-
siderati significativi valori di p<0.05.

RISULTATI

Le principali caratteristiche demografiche, clini-
che e di laboratorio dei pazienti affetti da AR so-
no riportate nella tabella I. Abbiamo riscontrato la

Tabella I - Principali caratteristiche demografiche, cliniche e di laboratorio dei pazienti ammessi allo studio.

AR (n=25) OA (n=14)
Sesso (F/M) 18/7 10/4
Eta (anni)* 53.8 (26-76) 59 (45-78)
Eta all’esordio (anni)* 44 (18-72) 56 (44-66)
Durata di malattia (mesi)* 114 (6-588) 96 (12-240)
DMARD:s (n/%) 22/88 -
Corticosteroidi (n/%) 23/92 -
Anti-CCP (n/%) 16/ 64 0/0
Fattore Reumatoide (n/%) 15/60 0/0
VES (mm/l ora)** 40 (22-50) 12 (2-36)
PCR (mg/L)** 13.5 (6-48) 3 (1-6)
Liquido sinoviale
Viscosita ridotta (n/%) 23/92 4/28.6
Leucociti (cellule/mmc)** 8.000 (6.200 - 18.000) 500 (300 - 1.000)
Polimorfonucleati (n)** 6.000 (4.200 - 13.431) 120 (20-210)
Mononucleati (n)** 2.170 (1.880 - 3.400) 475 (200-800)
Coagulo mucinico (n/%)
I tipo 4/16 12/85.7
Il tipo 14 /56 2/143
Il tipo 7128 =
* Media (range)
** Mediana (25°-75° percentile)
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Tabella I1 - Livelli (mediana/25° - 75° percentile) degli anticorpi anti-CCP, IgG totali e FR nel LS e siero dei pazienti con AR (n=25) e con OA (n=14).

LS SIERO RAPPORTO LS/ SIERO
AR Anti-CCP (unita) 38/ 6-228 53 /6-210% 0.97/0.59-1.1°
1gG (g L-1) 0.2/4.5-8.13° 12.1/9.7-14.45 0.54/0.43-0.8
FR (Ul ml-1) 12/ 9-36%2¢ 37/9-111¢ 0.88/0.41-1
OA Anti-CCP (unita) 7/6-8 7.5/7-10 0.81/0.75-0.99®
IgG (g L-1) 5.8/5.2-6.34 12.58/11.57-14.1 0.44/0.36-0.6
FR (Ul ml-1) 716-7 8/7-8 0.87 /0.85-0.88
LS vs siero: 3p<0.00005; #p<0.001; *4p<0.02; anti-CCP vs IgG: tp<0.004; AR vs OA: p<0.01; <p<0.02; “p<0.05

presenza degli anticorpi anti-CCP e del FR rispet-
tivamente nel 64% (16/25) e nel 60% (15/25) dei
sieri; il 72% (18/25) dei soggetti con AR presen-
tava una positivita isolata per anti-CCP o per FR.

Nei malati con sierologia negativa per anti-CCP
non abbiamo dimostrato la presenza di tali anti-
corpi neanche nel LS, con la sola eccezione di un
paziente in cui, tra 1’altro, i livelli di FR erano ele-
vati nel siero, ma non dosabili nel LS.

11 valore degli anticorpi anti-CCP, delle IgG totali e
del FR nel LS e nel siero dei pazienti con AR e OA
¢ mostrato nella tabella I1. Nei soggetti affetti da AR
i livelli degli anti-CCP nel LS, sebbene leggermen-
te inferiori, non si discostavano significativamente da
quelli sierici, a differenza della riduzione osservata
per i livelli del FR (p<0.02) e delle IgG totali
(p<0.00005). 11 rapporto LS/siero per gli anti-CCP
IgG era significativamente piu elevato rispetto allo
stesso rapporto calcolato per le IgG totali (p<0.004).

I valori (mediana/25°-75° percentile) di anti-CCP,
espressi come anti-CCP IgG (unita)/IgG totali (g
L"), nel LS (6.28/1.2-29.8) dei pazienti con AR
erano piu elevati di quelli sierici (4.28/0.53-22.6;
p<0.046) e di quelli riscontrati nel LS
(0.61/0.57-0.8; p<0.027) dei pazienti con OA (Fig.
1). Nel LS dei pazienti con OA il valore del rap-
porto anti-CCP IgG/IgG totali al di sopra del 95°
percentile era pari a 2.22 unitd/g L. 11 68% (17/25)
dei pazienti con AR presentava un valore del me-
desimo rapporto superiore a questo cut-off. Solo
due malati appartenenti a questo gruppo sono ri-
sultati negativi per anti-CCP nel siero. Tra i pa-
zienti sieropositivi per anti-CCP solo uno mostra-
va un rapporto anti-CCP [gG/IgG totali nel LS in-
feriore al cut-off.

Nei soggetti con AR 1 valori del rapporto anti-CCP
IgG/IgG totali nel LS correlavano con quelli sierici
(r=0.842; p<0.00001) e con i livelli sierici degli an-
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Figura 1 - Confronto del rapporto 1gG anti-CCP (unita)/ 1gG totali (g
L) (grafico box & whiskers: mediana/25°-75° percentile/range) nel
siero e nel LS di 25 pazienti con AR e 14 con OA.

Figura 2 - Regressione lineare tra il rapporto 1gG anti-CCP/IgG totali
nel LS con lo stesso rapporto nel siero (linea tratteggiata) e con i val-
ori sierici di IgG anti-CCP (linea nera) in 25 pazienti con AR.
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ticorpi anti-CCP (r=0.799; p<0.0001). Le curve di
regressione lineare sono mostrate in figura 2. Nes-
suna correlazione ¢ stata riscontrata tra i livelli de-
¢gli anticorpi anti-CCP e i principali parametri del LS
0 1 principali parametri di attivita di malattia.

DISCUSSIONE

Gli anticorpi anti-CCP sono altamente specifici
per AR (13) e dimostrano una ragionevole sensi-
bilita con un buon valore prognostico (13). Inol-
tre, la citrullina ¢ espressa in sede intracellulare
nel lining e nel sublining della membrana sino-
viale dei pazienti con AR (6) e le cellule B del LS
dei pazienti positivi per anti-CCP producono
spontaneamente anticorpi anti-CCP (14). Ciono-
nostante il significato clinico della determinazio-
ne degli anti-CCP nel LS non ¢ stato ancora defi-
nito. I risultati del nostro studio dimostrano che
gli anti-CCP sono presenti nel LS a livelli non si-
gnificativamente differenti rispetto a quelli sieri-
ci. Abbiamo inoltre riscontrato una riduzione dei
livelli di IgG nel LS rispetto al siero nei pazienti
con AR, in accordo con studi precedenti (15, 16)
dove sono stati riportati valori del rapporto IgG
LS/siero (media = 0.67) molto simili a quelli os-
servati nei nostri malati (16).

I differenti livelli di immunoglobuline nel LS dei
pazienti con AR e in quello dei soggetti sani sono
condizionati da diverse variabili quali: la concen-
trazione proteica nel LS, la permeabilita microva-
scolare, le caratteristiche dell’interstizio sinoviale,
le modalita di trasporto, le caratteristiche delle pro-
teine (per esempio il peso molecolare o il raggio),
il metabolismo sinoviale, la vascolarizzazione si-
noviale e il drenaggio linfatico (17). Si ritiene in-
fatti che IgG e IgM non siano prodotte localmente
nelle articolazioni dei soggetti sani, come mostra-
to dall’evidenza di un basso rapporto tra concen-
trazione sinoviale e sierica delle IgG e IgM (0.13
e 0.04 rispettivamente) (18). Pertanto, un’adegua-
ta interpretazione della concentrazione proteica nel
LS necessita di una concomitante valutazione del-
la concentrazione sierica e dei parametri cinetici
coinvolti nella vascolarizzazione locale e nel dre-
naggio linfatico; fattori questi che potrebbero es-
sere differenti per ciascuna articolazione (17). Una
strategia per valutare la relazione fra la concentra-
zione delle proteine e la permeabilita della mem-
brana sinoviale ¢ quella di calcolare il rapporto

eyein N

mere la concentrazione degli autoanticorpi (come

gli anti-CCP) corretta per la quantita totale della
corrispondente classe immunoglobulinica (11). Nel
nostro studio entrambi i criteri hanno dimostrato
una produzione preferenziale degli anti-CCP a li-
vello articolare nell’ AR, cosi come descritto in pre-
cedenza (11) anche per gli anticorpi anti-cheratina
(8, 9). Abbiamo infatti riscontrato un rapporto
LS/siero piu elevato sia per gli anticorpi anti-CCP
che per le IgG. Questo dato ha trovato conferma
anche dall’evidenza che la concentrazione degli
anti-CCP IgG corretta per la concentrazione della
corrispondente classe immunoglobulinica era piu
elevata nel LS rispetto al siero nei pazienti con AR.
I nostri risultati sono apparentemente in contrasto
con quelli ottenuti precedentemente da altri auto-
ri che non evidenziavano differenze nel titolo de-
¢li anticorpi anti-filaggrina fra il siero e il LS; va
peraltro sottolineato che questo studio non consi-
derava la correzione per la concentrazione della
corrispondente I1gG (7). Il rapporto anti-CCP
IgG/IgG nel LS dei pazienti con AR era pit alto ri-
spetto ai malati con OA, confermando il possibile
ruolo patogenetico di questi anticorpi. Infatti, men-
tre la presenza di proteine citrullinate nella mem-
brana sinoviale infiammata non ¢ specifica
dell’ AR, la produzione di anticorpi rivolti contro
queste proteine ¢ un evento dotato di una maggio-
re specificita (11, 20).

Sebbene i nostri risultati rafforzino ’idea di una
produzione intra-articolare degli anticorpi anti-
CCP, il significato clinico della loro presenza nel
LS ¢ incerto; nel nostro studio infatti solo due pa-
zienti senza anticorpi anti-CCP nel siero avevano
un rapporto anti-CCP IgG/IgG totali al di sopra del
cut-off del 95° percentile, calcolato sul LS dei sog-
getti di controllo rappresentati dai pazienti con OA.
Tra i pazienti con AR positivi per anti-CCP sieri-
ci, un soggetto presentava un rapporto anti-
CCP/IgG al di sotto del 95° percentile. La man-
canza di correlazione tra i livelli di anti-CCP nel LS
e gli altri parametri clinici o di laboratorio rende
questo dosaggio scarsamente utile per il monito-
raggio dell’attivita di malattia. In conclusione i ri-
sultati di questo studio inducono a ritenere che il
dosaggio degli anti-CCP nel LS, tenendo conto del-
la correzione per la corrispondente immunoglobu-
lina, puo essere indicato nello studio di casi sele-
zionati di AR in cui si voglia evidenziare una sin-
tesi preferenziale intra-articolare.
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RIASSUNTO

Analizzando la concentrazione degli anticorpi anti-CCP nel LS, espressa come rapporto LS/siero o corretta per le IgG
totali, abbiamo dimostrato la loro produzione locale nell’AR. La mancanza di correlazione tra i livelli di anti-CCP nel
LS e gli altri parametri clinici o di laboratorio rende il dosaggio di questi anticorpi nel LS di scarsa rilevanza per va-
lutare I’attivita di malattia. La buona correlazione tra il rapporto anti-CCP IgG/IgG nel LS dell’ AR con quello del me-
desimo rapporto e del livello degli anti-CCP nel siero dell’ AR, suggerisce che la determinazione di questi anticorpi

nel LS dovrebbe essere riservata solo a casi selezionati.

Parole chiave - Anti-CCP, artrite reumatoide, liquido sinoviale.
Key words - Anti-CCP, rheumatoid arthritis, synovial fluid.
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